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Резюме: Изучено воздействие нефти на микроорганизмы и ферментативную активность черно-
земной почвы. Исследования проводили на черноземе оподзоленном среднесуглинистом Самарской 
области, используя высокосернистую нефть средней плотности. На 1 кг почвы вносили 10,00 г 
(1%), 30,00 г (3%) или 50,00 г (5%) нефти. Результаты исследований показали, что среди абори-
генной микробиоты почвы имеется большое разнообразие родов микроорганизмов, способных 
окислять и отдельные углеводороды, и сырую нефть в целом. Наибольшую активность при де-
градации как отдельных углеводородов, так и сырой нефти в целом проявили бактерии родов 
Acinetobacter, Bacillus, Mycobacterium, Pseudomonas, Streptomyces, мицелиальные грибы родов As-
pergillus, Penicillium и дрожжи рода Candida. При свежем загрязнении нефтью наблюдалось повыше-
ние численности бактерий, использующих органические формы азота, актиномицетов, грибов, 
углеводородокисляющих микроорганизмов, также отмечена тенденция к увеличению численности 
автохтонных микроорганизмов, участвующих в минерализации гумусовых веществ. Через 3 меся-
ца исследований было выявлено снижение численности бактерий, использующих органические 
формы азота, и актиномицетов; численность грибов больше всего снижается при внесении в 
почву 3 и 5% нефти, а численность автохтонных микроорганизмов, участвующих в минерализа-
ции гумусовых веществ, и углеводородокисляющих микроорганизмов возрастает при повышении 
степени нефтяного загрязнения. Угнетение различных групп микроорганизмов путем физическо-
го или токсического воздействия углеводородов сырой нефти может быть причиной снижения 
активности различных ферментов черноземной почвы. Углеводороды нефти подавляют актив-
ность полифенолоксидазы, каталазы, инвертазы, фосфатазы и липазы черноземной почвы, но 
незначительно стимулируют активность ее пероксидазы. Уменьшение коэффициента гумифика-
ции свидетельствует о преобладании процессов окисления гумусовых веществ над превращения-
ми органических соединений ароматического ряда в компоненты почвенного гумуса, а также об 
уменьшении плодородия почвы в результате ее загрязнения углеводородами сырой нефти.  
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Abstract: The article investigates the effect of crude oil on soil microorganisms and the enzymatic activity of 
chernozem soils.  Experiments were carried out on podzolized medium loamy chernozem in the Samara re-
gion using high-sulphur crude oil of medium density. Per 1 kg of soil, 10.00 g (1%), 30.00 g (3%) and 50.00 g 
(5%) of oil were applied. According to the obtained results, the native soil microbiota contains a wide variety 
of microorganisms capable of oxidizing both individual hydrocarbons and crude oil in general. Bacteria of the 
Acinetobacter, Bacillus, Mycobacterium, Pseudomonas and Streptomyces genera, filamentous fungi of the 
Aspergillus and Penicillium genera, as well as Candida yeast showed the greatest activity in the degradation 
of both individual hydrocarbons and crude oil in general. The soils freshly polluted with oil demonstrated an 
increase in the number of bacteria that consume organic forms of nitrogen, actinomycetes, fungi and hydro-
carbon-oxidizing microorganisms. In addition, a growing trend in the number of autochthonous microorgan-
isms participating in the mineralization of humic substances was observed. Following 3 months of experi-
ments, a decrease in the number of bacteria consuming organic forms of nitrogen and actinomycetes was 
revealed. The number of fungi showed the most pronounced decrease upon addition of 3 and 5% of oil, 
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while the number of autochthonous microorganisms participating in the mineralization of humic substances 
and hydrocarbon-oxidizing microorganisms grew with an increase in the degree of oil pollution. Inhibition of 
various microorganisms by means of physical or toxic action of hydrocarbons contained in crude oil can 
cause a decrease in the activity of enzymes present in chernozem soils. Oil hydrocarbons inhibit the activity 
of polyphenol oxidase, catalase, invertase, phosphatase and lipase present in chernozem soils, although 
slightly stimulating the peroxidase activity. A decrease in the soil humification coefficient indicates that the 
oxidation of humic substances prevail over the decomposition of organic aromatic compounds into soil hu-
mus components, as well as a decrease in soil fertility as a result of its contamination with crude oil hydro-
carbons.   
 

Keywords: chernozem soils, pollution, oil, microorganisms, enzymes 
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ВВЕДЕНИЕ 
Процессы добычи, транспортировки перера-

ботки нефти представляют серьезную опасность 
для окружающей среды в связи с большим количе-
ством аварийных ситуаций, регулярно возникаю-
щих в этих отраслях хозяйственной деятельности 
человека. В местах контаминации сырой нефтью 
или другими органическими загрязнителями наб-
людается развитие микроорганизмов, способных к 
их окислению [1–5]. Процессы разложения углево-
дородов в почвах протекают при участии фермен-
тов, выделяемых микроорганизмами. Изменение 
микробиологической и ферментативной активно-
стей является одним из показателей воздействия 
углеводородов нефти на биогеоценоз почвы [6]. 
Изучение биологической активности необходимо 
для планирования и проведения ремидиационных 
мероприятий, направленных на восстановление 
плодородия почвы. Цель настоящего исследова-
ния – изучение воздействия нефти на микроорга-
низмы и ферментативную активность черноземной 
почвы.  

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Исследования проводили на черноземной поч-

ве (рН водной вытяжки – 7,030,20) Самарской 
области, используя высокосернистую нефть сред-
ней плотности (массовая доля серы 2,07%). В 1-й 
серии опытов на 1 кг почвы добавляли 10,00 г (1%) 
нефти, во 2-й серии – 30,00 г (3%), а в 3-й серии – 
50,00 г (5%) и инкубировали в течение 3-х месяцев 

при температуре 30,01,0 ºС. Контролем служила 
почва, не загрязненная нефтью. 

Анализ микробиологического состава биоцено-
за почвы и количественный учет различных фи-

зиологических групп микроорганизмов проводили 
на элективных питательных средах. Для выявле-
ния бактерий использовали питательный агар, ак-
тиномицетов – крахмало-аммиачный агар, грибов – 
агаризированное солодовое сусло, автохтонных 
микроорганизмов – почвенный агар

1,2
, углеводоро-

докисляющих микроорганизмов – агаризованную 
минеральную среду Маккланга

3
. На основании 

морфологических, культуральных, физиологиче-
ских и биохимических свойств, определенных 
стандартными методами, принятыми в микробио-
логической практике

1,2
, устанавливали родовую 

принадлежность выделенных штаммов микроорга-
низмов

4,5
 [7].  

Способность углеводородокисляющих микро-
организмов использовать в качестве единственно-
го источника углерода различные алканы, арома-
тические и полициклические ароматические угле-
водороды или углеводороды исследуемой сырой 
нефти в массовой концентрации 10,00 г/л (1%) ис-
следовали на минеральной среде Маккланга

3
 по-

сле инкубирования в термостате в течение 7 суток 

при температуре 30,0  1,0 С. Рост микроорганиз-
мов определяли визуально по наличию и интен-
сивности помутнения среды после инкубирования. 

Способность утилизации нефти массовой кон-
центрации 10,00 г/л (1%) чистыми культурами мик-
роорганизмов, имеющими концентрацию бел-ка 
1,00 мг/л, исследовали на среде Маккланга после 
инкубации в течение 20 суток при температуре 

30,01,0 ºС
2
. Остаточное содержание углеводоро-

дов и сырой нефти проводили методом колоноч-
ной хроматографии с УФ-спектрофотометрической 
детекцией

6
.  
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Активности окислительно-восстановительных 
(каталазы, пероксидазы и полифенолоксидазы) и 
гидролитических (инвертазы, фосфатазы и липа-
зы) ферментов почвы определяли титрометри-
ческими  и колориметрическими методами [8] 
через 0,5 и 3 мес. после начала опытов. Коэф-
фициент гумификации вычисляли как отношение 
активности полифенолоксидазы к активности 
пероксидазы [9]. При расчете степени уменьше-
ния коэффициента гумификации за 100% прини-
мали коэффициент гумификации не загрязнен-
ной нефтью почвы через 0,5 мес. после начала 
опытов. 

Эксперименты проводили в трехкратной по-
вторности, исследования каждой пробы осу-
ществляли также в трех повторностях. При об-
суждении результатов учитывали статистически 
достоверные различия при р < 0,05. Математи-
ческую обработку результатов проводили с при-
менением программы Statistica.  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  
Проведенные исследования показали, что 

среди аборигенной микробиоты черноземной 
среднесуглинистой почвы Самарской области 
имеется большое разнообразие родов микроор-
ганизмов, способных окислять как отдельные 
углеводороды, так и сырую нефть в целом (таб-
лица). н-Алканы наиболее активно способны 
окислять бактерии рода Acinetobacter и дрожжи 
рода Candida. Из всех изученных алканов подав-
ляющее большинство микроорганизмов, выде-
ленных из черноземной почвы, могут окислять 

гексадекан. Меньше всего родов микроорганиз-
мов способны утилизировать декан и ундекан. 
Самую высокую активность в утилизации арома-
тических и полициклических ароматических уг-
леводородов проявляют бактерии родов Acineto-
bacter, Bacillus, Mycobacterium, Pseudomonas и 
мицелиальные грибы рода Aspergillus. Бактерии 
рода Alcaligenes способны утилизировать все 
изученные ароматические углеводороды, но из 
полициклических ароматических углеводородов 
они могут ассимилировать только нафталин. У 
бактерий рода Chromobacterium обнаружена 
способность использовать ароматические угле-
водороды, но не полициклические ароматиче-
ские углеводороды. Мицелиальные грибы родов 
Penicillium и Rhizoctonia способны разлагать по-
лициклические ароматические углеводороды, но 
не могут ассимилировать ароматические углево-
дороды.  

Чистые культуры бактерий и грибов, выде-
ленных из черноземной почвы, проявили высо-
кую активность при деградации сырой нефти на 
среде Маккланга (рис. 1). 

Аборигенные микроорганизмы черноземной 
среднесуглинистой почвы Самарской области 
показали высокую степень деградации нефти 
при инкубировании загрязненной почвы в тече-
ние трех месяцев в лабораторном опыте. При 
среднем уровне загрязнения почвы степень де-

струкции нефти составила 57,761,73%, при вы-

соком – 66,691,67%, а при очень высоком – 

73,442,20%. 

 

Микроорганизмы почвы, способные ассимилировать углеводороды 
Soil microorganisms capable to assimilate hydrocarbons 
 

Группа 
микроорганизмов 

Род 
микроорганизмов 

Соединение массовой концентрации 10,00 г/л (1%) 
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Бактерии 

Acinetobacter  + +  + + + + + + + + + 

Alcaligenes - - - - - + + + + - + - + 

Bacillus + - - - - + + + + + + + + 

Chromobacterium - - - - - + + + + - - - + 

Corynebacterium + - - + - - - - - + - -  

Flavobacterium + + - + - - - - - + + +  

Micrococcus + - - - - - - - - - - -  

Mycobacterium + + - + - + + + + + + + + 

Pseudomonas + - - + - + + + + + + + + 

Актиномицеты Streptomyces - - - - - - - - - - + + + 

Мицелиальные 
грибы 

Aspergillus + - - - - + + + + + + + + 

Mucor - - - - - - - - - - - -  

Penicillium + - - - - - - - - + + + + 

Rhizoctonia - - - - - - - - -  +   

Rhizopus - - - - - - - - - - - -  

Trichoderma + - - - - - - - - - - -  

Дрожжи 
Candida + - +  + - - - - - - - + 

Rhodotorula + - - - - - - - - - - - + 

Примечание. АУ – ароматические углеводороды; ПАУ – полициклические ароматические углеводороды;  

«+» – наличие роста; «–»  – отсутствие роста, «» – слабый рост. 
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Рис. 1. Деградация нефти чистыми культурами бактерий (а) и грибов (b): 
1 – Acinetobacter; 2 – Alcaligenes; 3 – Bacillus; 4 – Chromobacterium; 5 – Corynebacterium; 6 – Flavobacterium; 

7 – Micrococcus; 8 – Mycobacterium; 9 – Pseudomonas; 10 – Streptomyces; 11 – Aspergillus; 12 – Candida; 
13 – Mucor; 14 – Penicillium; 15 – Rhizoctonia; 16 – Rhizopus; 17 – Rhodotorula; 18 – Trichoderma 

 

Fig. 1. Oil degradation by pure cultures of bacteria (а) and mushrooms (b): 
1 – Acinetobacter; 2 – Alcaligenes; 3 – Bacillus; 4 – Chromobacterium; 5 – Corynebacterium; 6 – Flavobacterium; 

7 – Micrococcus; 8 – Mycobacterium; 9 – Pseudomonas; 10 – Streptomyces; 11 – Aspergillus; 12 – Candida; 
13 – Mucor; 14 – Penicillium; 15 – Rhizoctonia; 16 – Rhizopus; 17 – Rhodotorula; 18 – Trichoderma 

 
При исследовании группового состава мик-

роорганизмов по истечению 0,5-месячного пери-
ода при повышении степени нефтяного загряз-
нения наблюдалось повышение численности 
бактерий, использующих органические формы 
азота, актиномицетов, грибов, углеводородокис-
ляющих микроорганизмов, также была отмечена 
тенденция к увеличению численности автохтон-
ных микроорганизмов, участвующих в минерали-
зации гумусовых веществ (рис. 2). Через 3 меся-
ца исследований было выявлено снижение чис-
ленности бактерий, использующих органические 
формы азота, и актиномицетов. Отмечено, что 
численность грибов больше всего снижается при 
среднем и высоком уровнях загрязнения почвы 
нефтью, а численность автохтонных микроорга-

низмов, участвующих в минерализации гумусо-
вых веществ и углеводородокисляющих микро-
организмов, возрастает при повышении степени 
нефтяного загрязнения. 

Загрязнение сырой нефтью оказывает нега-
тивное воздействие на ферментативную актив-
ность чернозема оподзоленного среднесуглини-
стого Самарской области. Под действием угле-
водородов уменьшается активность подавляю-
щего большинства исследованных окислитель-
но-восстановительных и гидролитических фер-
ментов почвы (рис. 3, 4). Обнаружено, что сырая 
нефть подавляет активность полифенолоксида-
зы, каталазы, инвертазы, фосфатазы и липазы, 
но незначительно стимулирует активность пе-
роксидазы.  
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Рис. 2. Численность микроорганизмов черноземной почвы через 0,5 мес. (а) и 3 мес. (b) проведения опытов 
 

Fig. 2. Microorganism number in chernozem soils after 0,5 months (а) and 3 months (b) carrying out of experiment 
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Рис. 3. Изменение активности каталазы и фосфатазы (а), пероксидазы и полифенолоксидазы (b) 

черноземной почвы при различных уровнях загрязнения нефтью 
 

Fig. 3. Change in chernozem soil enzyme activity at various levels of oil contamination: 
catalase and phosphatase (а), peroxidase and polyphenolum oxydase (b) 
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Рис. 4. Изменение активности инвертазы (а) и липазы (b) черноземной почвы  
при различных уровнях загрязнения нефтью 

 

Fig. 4. Change of invertase (a) and lipase (b) activity in chernozem soils  
at various levels of oil contamination 

 
Показатель активности пероксидазы позво-

ляют судить об интенсивности протекания про-
цессов окисления гумусовых веществ в почве, а 
при исследовании активности полифенолоксида-
зы можно оценить превращение органических 
соединений ароматического ряда в компоненты 
почвенного гумуса. Вычисление отношения ак-
тивности полифенолоксидазы к активности пе-
роксидазы позволяет рассчитать коэффициент 
гумификации (рис. 5), который дает возможность 
оценить преобладание катализируемых процес-
сов.  

Значительное снижение коэффициента гу-
мификации черноземной почвы при загрязнении 
нефтью позволяет утверждать, что окисление 
гумусовых веществ преобладает над превраще-
ниями органических соединений ароматического 
ряда в компоненты почвенного гумуса, а также 
об уменьшении плодородия почвы в результате 
ее загрязнения углеводородами сырой нефти.  

Многие исследователи отмечают различные 
изменения численности и видового состава або- 
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Рис. 5. Уменьшение коэффициента гумификации  
черноземной почвы 
 

Fig. 5. Reduction of humification coefficient  
of chernozem soil 

 

ригенных микроорганизмов почвы при ее загряз-
нении углеводородами, но не могут прийти к 
единому мнению относительно изменений струк-
туры и численности биоценоза [1, 2, 10–13]. Од-
нако в литературе отсутствует единая точка зре-
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ния на то, каким образом изменяется структура и 
численность микробного сообщества почвы, т.к. 
одни авторы обнаруживают, что при увеличении 
доз нефти в почве возрастают общая числен-
ность бактерий, количество углеводородокисля-
ющих микроорганизмов и численность микро-
мицетов, а численность актиномицетов посте-
пенно снижается, другие исследователи показы-
вают, что увеличивается доля бактерий, но сни-
жается количество и разнообразие актиномице-
тов и грибов [14]. Такие расхождения данных 
возможны из-за влияния на численность микро-
организмов, помимо загрязнения, других факто-
ров окружающей среды. Структура и числен-
ность сообщества микроорганизмов, разрушаю-
щих углеводороды, зависит от многих биотиче-
ских и абиотических факторов, среди которых 
наиболее значимы концентрации загрязняющих 
веществ, способность микроорганизмов быстро 
и адекватно адаптироваться к изменившимся 
условиям их обитания и более раннего наличия 
в среде обитания подобных углеводородов 
[4, 15]. Увеличение численности углеводородо-
кисляющих микроорганизмов, автохтонных мик-
роорганизмов, участвующих в минерализации 
гумусовых веществ, и микроскопических грибов 
может быть обусловлено присутствием субстра-
тов, специфических для данных групп микроор-
ганизмов, а также наличием у них ферментов, 
способных окислять углеводороды нефти [4].  

Физическое и токсическое воздействие 
нефти на представителей аборигенной микро-
биоты приводит к изменениям в функционирова-
нии почвенных ферментов, подавляющее боль-
шинство которых выделяется в почву в резуль-
тате жизнедеятельности различных микроорга-
низмов [5, 16]. Обнаружено, что углеводородное 
загрязнение почвы может вызвать как ингибиро-
вание, так и стимуляцию активности различных 
ее ферментов [17–20]. Некоторые исследовате-
ли полагают, что гидрофобные углеводороды 
почти не взаимодействуют с гидрофильными 
соединениями, в том числе с белками, поэтому в 
загрязненной нефтью почве активность фермен-
тов не изменяется [21].  

Угнетение различных групп микроорганизмов 
путем физического или токсического воздей-
ствия углеводородов сырой нефти может быть 
причиной снижения активности различных окис-
лительно-восстановительных и гидролитических 
ферментов черноземной почвы. Незначительное 

повышение активности почвенной пероксидазы 
может быть обусловлено стимулированием раз-
вития аборигенных углеводородокисляющих 
микроорганизмов, наблюдающимся при воздей-
ствии нефти на почву [20, 22].  

В местах разливов сырой нефти или воздей-
ствия других органическими загрязнителями ин-
тенсивно развиваются бактерии, грибы или акти-
номицеты, способные к утилизации загрязняю-
щих веществ [1], при этом изменяются законо-
мерности существования и развития микробио-
ценоза почвы [23]. На начальных этапах воздей-
ствия нефти происходит угнетение различных 
показателей биологической активности почвы, 
продолжительность которого изменяется в зави-
симости от способа и интенсивности загрязнения 
углеводородами. Постепенно наблюдается вос-
становление нарушенных функций микробиоце-
ноза почвы, которые проявляются в возрастании 
интенсивности дыхания, увеличении фермента-
тивной активности, стимуляции развития микро-
организмов, что приводит к постепенному раз-
ложению контаминантов [22]. По мере уменьше-
ния степени загрязнения почвы углеводородами 
нефти численность большинства групп микроор-
ганизмов приближается к фоновым значениям, 
но численность углеводородокисляющих бакте-
рий достаточно долго остается более высокой, 
чем в незагрязненных нефтью почвах [1, 24], что 
может быть обусловлено изменением соотноше-
ния различных групп микроорганизмов, форми-
рующих микробиоценоз почвы, под действием 
загрязняющих веществ. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Черноземная среднесуглинистая почва Са-

марской области содержит большое разнообра-
зие родов микроорганизмов, способных окислять 
алканы, ароматические углеводороды, полицик-
лические ароматические углеводороды и нефть. 
Наибольшую активность при деградации как от-
дельных углеводородов, так и сырой нефти в 
целом проявляют бактерии родов Acinetobacter, 
Bacillus, Mycobacterium, Pseudomonas, Strepto-
myces, мицелиальные грибы родов Aspergillus, 
Penicillium и дрожжи рода Candida. Загрязнение 
сырой нефтью снижает активность окислитель-
но-восстановительных и гидролитических фер-
ментов, а также уменьшает коэффициент гуми-
фикации черноземной среднесуглинистой почвы 
Самарской области.  
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